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Verfahren zur gesteuerten Nach-Ernte-Produktion 
von Proteinen in Wirtsorganismen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung 
eines gewunschten Proteins aus einem transgenen Wirtsorganismus , 
wobei die Expression des fur dieses Protein codierenden Gens 
erst nach der Ernte des Wirtsorganismus erfolgt und das 
Verfahren sich dadurch auszeichnet, daS die Expression des 
genannten Gens erst in Anwesenheit eines nach der Ernte des 
Wirtsorganismus diesem uber die umgebende Phase, insbesondere 
Gas- Oder Flussigphase , zugefuhrten chemischen Induktors 
erfolgt. 

In der Natur vorkommende Proteine sind oft nur in geringsten 
Mengen verfiigbar, weisen aber hochinteressante Eigenschaf ten fur 
Anwendungen als Wirk- und Werkstoffe auf. Da sie oft auch in 
rekombinanten Wirtssys temen, z.B. Bakterien, wie Escherichia 
coli, Bacillus subtilis, etc., nicht effizient zu wirtschaft- 
lichen Bedingungen und in ausreichenden Mengen gewonnen werden 
konnen, ist in diesen Fallen eine kommerzielle Anwendung nicht 
realisierbar . Um immer komplexere und in niedrigen Organismen 
schwer oder gar nicht produzierbare Proteine herstellen zu 
konnen, sind auSerdem zunehmend Zellen hoherer Organismen mit 
ihrer inharenten komplexen Proteinbiosynthese-Maschinerie als 
Wi-rtszellen erf orderlich . Hier bieten sich seit einigen Jahren 
transgene Tiere, Pflanzen, Pilze, Moose, Algen, etc. als neue 
rekombinante Wirte an. Angesichts der Verfiigbarkei t immer gro- 
Serer Zahlen gut charakterisierter Proteine aus der molekularen 
Forschung wachst dieser Technologie eine immer groBere Bedeutung 
fiir die Anwendung zu. 

Die Expression von Fremd- Proteinen kann allerdings negative 
Auswirkungen auf die physiologische Konstitution des Wirtsorga- 
nismus haben und z.B. dessen Wachstum beeintrachtigen oder gar 
verhindern. Zudem ist es denkbar, dag z.B. bei dem Anbau von 
transgenen Pflanzen, die medizinisch aktive Proteine exprimie- 
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ren, diese wahrend des Wachstxims der Pflanzen ein Gefahrdungs- 
potential fiir Organismen in der Umwelt darstellen. Daher hat die 
Nach-Ernte-Produktion von Fremd-Proteinen in transgenen Wirts- 
organismen, insbesondere solchen, die landwirtschaf tlich oder 
gartenbaulich kultiviert werden, eine groSe Bedeutung als tech- 
nologischer Baustein auf dem Weg zu einer wirtschaf tlichen und 
umweltver tragi ichen Gewinnung von Proteinen. Andere (bio-)che- 
mische Substanzen sind ebenfalls in transgenen Wirtsorganismen 
durch die Expression von Enzymen, die in deren Biosyntheseweg 
involviert sind, darstellbar. Auch hier besteht allerdings das 
Risiko negativer Auswirkungen auf den Wirtsorganismus , z.B. 
Wachstumshemmungen, oder hinsichtlich der biologischen Sicher- 
^^^^^heit. Da die Produktion (bio-) chemischer Substanzen in Wirts- 
I^^^H organismen ebenfalls auf der Expression von Proteinen, ins- 
^^^^ be sonde re Enzymen, beruht, gelten hierfiir die gleichen techno- 
logischen Vorgaben. 

Bisher wurden ausschlieSlich Nach-Ernte-Produktionssysteme be- 
schrieben, die auf Verwundung von Pf lanzenmaterial , z.B. bei 
Tabakpf lanzen, durch Zerkleinerung ihrer Blatter beruhen, Da- 
durch soil das gewlinschte Protein wahrend des Anbaus der 
Tabakpf lanzen auf dem Feld noch nicht, sondern erst nach der 
Ernte vor dem Auf arbeitungsprozeS produziert werden. Dies ist 
aber nur schwer zu realisieren, da ein verwundungsinduzierbarer 
Promotor in transgenen Pflanzen im landwirtschaf tlichen oder 
^^^^^ gar tenbau lichen Anbau, z.B. in Tabak, schon bei FraEschaden, 
^^^^^Wind- Oder Hagelschaden, Trittschaden, Maschineneinsatz , etc. 

induziert wird. Ein weiterer Nachteil des bisherigen Verfahrens 
stellt auSerdem die schwer zu erreichende gleichmafiige Vertei- 
lung des Induktionss timulus iiber die gesamte zu induzierende 
Pf lanzeniTvasse dar . 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung das technische Problem 
zugrunde, ein Nach-Ernte-Produktionssys tern fiir ein gewiinschtes 
Protein zur Verfugung zu stellen, das die Nachteile des im Stand 
der Technik beschriebenen Verfahren nicht aufweist, d.h. vor 
allem gewahrleis tet , da& die Genexpression zuverlassig erst nach 
der Ernte erfolgt, ein Zerkleinern des Pf lanzengewebes nicht 
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erforderlich ist und der Induktor effizient und gleichmaSig mit 
den Zellen des betreffenden transgenen Wirtsorganismus ins 
Kontakt kommt . 

Die Losung dieses technischen Problems wird durch das in den 
Patentanspriichen angegebene erf indungsgemafie Verfahren erreicht. 

In dem er f indungsgemaEen Verfahren erfolgt die Induktion der Ex- 
pression eines Fremd-Gens in einem Wirtsorganismus durch einen 
chemischen Induktor, der liber die den Wirtsorganismus umgebende 
Phase verabreicht wird. Diese Phase kann eine Gas- oder eine 
Flvissigphase sein, wobei in ersterer Phase die chemische 
^^^^ Induktion iiber eine Veranderung der Zusammensetzung der Gas- 
^^^^Pphase, vorzugsweise eine anaerobe Induktion, eine Vernebelung 
^^^^ von Losungen (Suspensionen) fester oder f lussiger induzierender 
(Bio-) Chemikalien oder eine Verwendung fluchtiger Substanzen und 
deren gleichmaSige Verteilung im Reaktionsraum erfolgen kann. 
Ferner kann in der Fliissigphase die chemische Induktion iiber 
Losungen fester oder f lussiger induzierender (Bio) Chemikalien 
erfolgen. Durch das er f indungsgemaSe Verfahren konnen 
hochwertige Proteine oder andere (bio- ) chemische Substanzen in 
gro£em MaSstab und daher f iir neue (bio ) medizinische und 
technologische Anwendungsgebiete hergestellt werden. 

Somit umfaEt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Gewin- 
^^^^^nung eines gewiinschten Proteins aus einem transgenen Wirts- 
^^^Hforganismus , wobei die Expression des ftir dieses Protein co- 
dierenden Gens erst nach der Ernte des Wirtsorganismus erfolgt 
und das Verfahren sich dadurch auszeichnet, daS 

(a) der transgene Wirtsorganismus das fiir das gewiinschte Pro- 
tein codierende Gen derart enthalt, daE dessen Expression 
erst in Anwesenheit eines chemischen Induktors erfolgt; und 

(b) das Inkontaktbringen mit dem chemischen Induktor nach der 
Ernte des Wirtsorganismus uber die den Wirtsorganismus 
umgebende Phase, insbesondere Gas- oder Fliissigphase, er- 
folgt. 

Verfahren zur Konstruktion der zur Durchfiihrung des erfin- 
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dungsgemaSen Verfahrens benotigten Nucleinsaurekonstrukte sind 
dem Fachmann bekannt und auch in gangigen Standardwerken be- 
schrieben (vgl. z.B. Sambrook et al . , 1989, Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, 2, Auf 1 . Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, NY) . Das Nucleinsaurekons trukt liegt vor- 
zugsweise auf einem Vektor inseriert vor, wobei es sich bei dem 
Vektor vorzugsweise um ein Plasmid, ein Cosmid, ein Virus, einen 
Bacteriophagen oder einen anderen in der Gentechnik iiblichen 
Vektor handelt, Diese Vektoren konnen weitere Funktionseinheiten 
besitzen, die eine Stabilisierung der Vektoren im Wirtsorga- 
nismus bewirken, wie einen bakteriellen Replikationsursprung 
Oder die 2-Mikron-DNA zur Stabilisation in Saccharomyces 
1^ cerevisiae . Ferner konnen "left border"- und "right border" - 
■Sequenzen agrobakterieller T-DNA enthalten sein, wodurch eine 
^ stabile Integration in das Erbgut von Pf lanzen ermoglicht wird. 
Ferner kann eine Terminationssequenz vorhanden sein, die der 
korrekten Beendigung der Transkription und der Addition einer 
Poly-A-Sequenz an das Transkript dient. Derartige Elemente sind 
in der Literatur beschrieben (vgl. Gielen et al . , EMBO J. 8 
(1989), 23-29) und sind beliebig austauschbar . 

Zur Vorbereitung der Einfiihrung eines Fremd-Gens in hohere 
Pflanzen stehen eine groSe Anzahl von Klonierungsvektoren zur 
Verfiigung, die ein Replikationssignal fur E.coli und ein Marker- 
gen zur Selektion transf oirmierter Bakterienzellen enthalten, 
^Beispiele fur derartige Vektoren sind pBR322, pUC-Serien, MlSmp- 
Pserien, pACYClB4, etc. Das Fremdgen kann an einer passenden 
Res triktionsschnitts telle in den Vektor eingeflihrt werden. Das 
erhaltene Plasmid wird fiir die Trans forinat ion von E . coli-Zellen 
verwendet. Transf ormierte E . coli-Zellen werden in einem ge- 
eigneten Medium gezuchtet, anschlieSend geerntet und lysiert, 
wodurch das Plasmid erhalten wird. Als Analysemethode zur Cha- 
rakterisierung der gewonnenen Plasmid-DNA werden im allgemeinen 
Restriktionsanalysen, Gelelektrophoresen und weitere bioche- 
misch-molekularbiologische Methoden eingesetzt. Nach jeder Ma- 
nipulation kann die Plasmid-DNA gespalten und gewonnene DNA- 
Fragmente konnen mit anderen DMA- Sequenzen verkniipft werden, 
Jede Plasmid-DNA-Sequenz kann in den gleichen oder anderen 



Plasmiden kloniert werden. 



Fiir die Einftihrung von DNA, z.B. in eine pflanzliche Wirtszelle, 
stehen eine Vielzahl von Techniken zur Verfiigung . Diese 
Techniken umfassen die Transformation pflanzlicher Zellen mit T- 
DNA unter Verwendung von Agrobacterium tumefaciens oder Agro- 
bacterium rhizogenes als Transf ormationsmittel , die Fusion von 
Protoplasten, die Injektion, die Elektroporation von DNA, die 
Einbringung von DNA mittels der biolistischen Methode sowie wei- 
tere Moglichkei ten . 

Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in Pf lanzenzellen 
werden an sich keine speziellen Anf orderungen an die verwendeten 
Plasmide gestellt. Es konnen einfache Plasmide, z.B. pUC-Deri- 
vate, verwendet werden, Sollen aber aus derartig transf ormierten 
Zellen ganze Pflanzen regeneriert werden, sollte ein selek- 
tierbarer Marker vorhanden sein. Je nach Einf tihrungsmethode 
gewunschter Gene in die Pf lanzenzelle konnen weitere DNA-Sequen- 
zen erforderlich sein. Werden z.B. fiir die Transformation der 
Pf lanzenzelle das Ti- oder Ri-Plasmid verwendet, so muS 
mindestens die rechte Begrenzung, haufig jedoch die rechte und 
linke Begrenzung der Ti- und Ri-Plasmid T-DNA als Flankenbereich 
mit den einzufiihrenden Genen verbunden werden. 

Werden fiir die Transformation Agrobakterien verwendet, ist es 
giinstig, die einzuf iihrende DNA in spezielle Plasmide zu klo- 
nieren, insbesondere in einen intermediaren oder in einen bi- 
naren Vektor . Die intermediaren Vektoren konnen aufgrund von 
Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA sind, durch 
homologe Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agrobak- 
terien integriert werden. Dieses enthalt auEerdem die fiir den 
Transfer der T-DNA notwendige vir-Region. Intermediare Vektoren 
konnen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines 
Helf erplasmids kann der intermediare Vektor auf Agrobacterium 
tumefaciens ubertragen werden. Binare Vektoren konnen sowohl in 
E.coli als auch in Agrobakterien replizieren. Sie enthalten ein 
Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder Polylinker, welche 
von der rechten und linken T-DNA Grenzregion eingerahmt werden. 
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Sie konnen direkt in die Agrobakterien transf ormiert warden . Das 
als Wirtszelle dienende Agrobakterium soil ein Plasmid, das eine 
vir-Region tragt, enthalten. Die vir-Region ist fiir den Transfer 
der T-DNA in die Pf lanzenzelle notwendig, Zusatzliche T-DNA kann 
vorhanden sein. Das derartig transf ormierte Agrobakteriiim wird 
zur Transformation von Pf lanzenzellen verwendet. 

Fiir den Transfer der DNA in die Pf lanzenzelle konnen Pflanzen- 
Explantate zweckmaSigerweise mit Agrobacterium tumefaciens oder 
Agrobacterium rhizogenes kokultiviert werden. Aus dem infizier- 
ten Pf lanzenmaterial , z.B. Blattstiicke, Stengelsegmente, Wur- 
zeln, Protoplasten oder Suspensions-kultivierte Pf lanzenzellen 
■^^^ konnen dann in einem geeigneten Medium, welches Antibiotika oder 
^^^Bsiozide zur Selektion transf ormierter Zellen enthalten kann, 
wieder ganze Pflanzen regeneriert werden. Die so erhaltenen 
Pflanzen konnen dann auf Anwesenheit der eingefiihrten DMA 
untersucht werden. Andere Moglichkei ten der Einfuhrung fremder 
DNA unter Verwendung des biolis tischen Verfahrens oder durch 
Protoplasten-Fusion sind bekannt . 

Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen Pflanzen 
sind die Transformation mittels des biolistischen Ansatzes, die 
elektrisch oder chemisch induzierte DNA-Aufnahme in Proto- 
plasten, die Elektroporation von partiell permeabilisierten 
^ Zellen, die Makroinj ektion von DNA in Bliitenstande, die Mi- 
^^^^kJcroinjektion von DNA in Mikrosporen und Pro-Embryonen, die DNA- 
^^^^Aufnahme durch keimende Pollen und die DNA-Aufnahme in Embry onen 
durch Quellung (zur Ubersicht: Potrykus, Physiol. Plant (1990), 
269 - 273). Wahrend die Transformation dikotyler Pflanzen liber 
Ti-Plasmid-Vektorsysteme mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens 
etabliert ist, weisen neuere Arbeiten darauf hin, dafi auch 
monokotyle Pflanzen der Transformation mittels Agrobacterium 
basierender Vektoren zuganglich sind. 

Bei den in dem erf indungsgemaSen Verfahren niitzlichen transgenen 
Wirtsorganismen kann es sich prinzipiell um Pflanzen jeder 
beliebigen Pf lanzenspezies handeln, d.h, sowohl monokotyle als 
auch dikotyle Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich um Nutz- 
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pflanzen, insbesondere urn Pflanzen, wie Weizen, Gerste, Reis, 
Mais, Zuckerriibe, Zuckerrohr, Kartoffel, Brass icacaeen , 
Leg-uminosen Oder Tabak. Die ftir die Expression des gewiinschten 
Proteins bzw. die Behandlung mit den chemischen Induktoren 
gewiinschten Pf lanzenteile betreffen prinzipiell jedes beliebige 
Pf lanzenteil , jedenfalls Vermehrungsmaterial und Ernteprodukte 
dieser Pflanzen, z.B. Friichte, Samen, Knollen, Wurzelstocke , 
Samlinge, Stecklinge, etc. 

Ferner kann in dem erf indungsgeinaSen Verfahren jegliches Pro- 
tein, insbesondere ein diagnostisches , ein therapeutisches 
und/oder ein Werks toff -Protein hergestellt werden. Das Protein 
kann aus jeglichem Individuum, insbesondere dem Menschen oder 
feinem Tier, stammen. Auch kann das Protein in Wildtyp- oder 
veranderter Form vorliegen. Ferner kann es ein Fusionsprotein 
oder ein Proteinf ragment sein. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form erfolgt bei dem erfin- 
dungsgemaSen Verfahren in Schrit't (b) das Inkontaktbringen mit 
dem chemischen Induktor liber die den Wirtsorganismus umgebende 
Gasphase. Vorzugsweise erfolgt dies iiber eine Veranderung der 
den Wirtsorganismus umgebenden Gasphase, d.h. die Gasphase dient 
als Trager des Induktionsstimulus , iiber eine Vernebelung einer 
Losung des Induktors oder iiber ein Uberstromen mit einem 
fliichtigen Induktor. Vorzugsweise fiihrt die Veranderung der 
Gasphase im Wirtsorganismus zur Induktion, z.B. des betroffenen 
-P.romotors . Alleine aus physikalischen Griinden durch die Aus- 
nutzung des Dif f ussionsef f ektes wird bereits nach einer be- 
stimmten Zeit eine homogene Verteilung des Induktionsstimulus 
erreicht. Die Zeitspanne bis zur Einstellung dieser homogenen 
Verteilung wird durch den Einsatz einer aktiven Umwalzung der 
Gasphase im Reaktionsraum wesentlich verkiirzt. Somit wird 
insbesondere bei dicht aneinanderliegenden Zellmassen, wie bei 
Pf lanzenblattern, Algen- oder Moosgewebe, eine gleichmaSige und 
schnelle Durchdringung erreicht. Insbesondere bei kompakten 
Geweben, z.B. Kartof f elknollen, ist die erf indungsgeraaSe 
schnelle Durchdringung des Gewebes von groSem Vorteil. 
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Geeignete gasformige Induktoren sowie Bedingungen zum moglichst 
effizienten Austausch der Gasphase sind dem Fachmann bekannt. Es 
wird auf das Anaerocult -System (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
verwiesen, das ein anaerobes Milieu, in dem Sauerstoff gebunden 
und CO2 freigesetzt werden, erzeugt. In diesem System wird der 
GapC4 Promoter aus Mais anaerob durch die C02-Atmosphare 
induziert (Billow, L. et al., Molecular Plant-Microbe 
Interactions (1999), 182-188). Ebenso wird der gleiche Effekt 
durch Einleitung von technischem Stickstoff erreicht. Ein 
weiteres Beispiel ist die Induktion von "Pathogenesis related 
protein" -Promotoren, wie L-Phenylalanin Ammonium Lyase-, 
Chalcon Synthase- oder "Hydroxyproline rich glycoprotein" - 
■^^^ Promotoren durch Ethylen (Ecker, J.R. und Davis, R.W., Proc. 
^^Bnatl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 5202-5206). 

Fiir eine Vernebelung geeignete losliche Induktoren sowie Be- 
dingungen zur moglichst effizienten Vernebelung sind dem Fach- 
mann ebenfalls bekannt. Es wird auf ein chimares Transkriptions- 
Induktionssystem verwiesen, das durch den loslichen Induktor 
Dexamethasone induziert wird (Plant J. 11 (1997) 605-612; Kunkel 
et al.. Nature Biotechnol . 17(1999), 916-918). Der Incwl- 
Promoter von Mais wird durch die Zugabe von Sucrose oder D- 
Glucose aktiviert (Chen, W.H. et al . , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
96 (1999), 10512-10517). Viele "Pathogenesis related protein"- 
^ Promotoren werden durch Salicylsaure aktiviert (Gaffney et al. , 
^^^^^Science 261 (1993), 754-756. Ein fltichtiger Induktor ist Methyl- 
^^^^F salicylat , das in der aufnehmenden Pflanze zu Salicylat umgewan- 
delt wird, welches, wie vorstehend beschrieben, induzierend 
wirkt (Shulaev, V. et al . , Nature 385 (1997), 718-721). Die 
Vernebelung von Losungen, z.B. von Promotor-induzierender (Bio-) 
Chemikalien, bietet den Vorteil der technisch einfachen und 
gleichmaSigen Verteilung der induzierenden Substanz urn das zu 
induzierende Gewebe herum und in das Gewebe hinein. Vorzugsweise 
wird durch aktive Umwalzung der Gasphase eine schnelle 
Einstellung der gleichmaSigen Verteilung gefordert. Zudem wird 
dadurch ein einfacher und ef fizienter Ausgleich von entstehenden 
Konzentrationsunterschieden erreicht, so daS kontrollierte 
Prozefibedingungen gewahrleis tet werden konnen . In einer 
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besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird fur die Vernebelung 
die Agrochemikalie RH5992 (Tebuf enozide, Rohm & Haas, Croyden, 
UK) verwendet, wobei RH5992 iiber ein chimares Transkriptions- 
aktivatorprotein als Induktor fur den zu induzierenden Promotor 
fungiert (Gatz und Lenk, Trends in Plant Science 3 (1998), 352- 
358) . Der Promotor wird spezifisch durch RH5992 angeschaltet und 
ist ohne Vorhandensein dieser Verbindung inaktiv. Der Induktor- 
Nebel wird dabei z.B. durch eine kontinuierliche Luf tverteilung 
gleichmalSig an das zu induzierende Gewebe herangespiil t . Durch 
Diffusion von der Gewebeoberf lache in die Zellen hinein wird die 
wirksame Induktion des Promoters erreicht. 

tt^^^ Fur ein Uberstromen geeignete fllichtige Induktoren und durch 
^^^Bdiese induzierbare Promotoren sind dem Fachmann ebenfalls 
^^^^ bekannt . Insbesondere ist Methylsalicylat zu nennen, das in der 
aufnehmenden Pflanze zu Salicylat umgewandelt wird, welches, wie 
vorstehend beschrieben, induzierend wirkt (Shulaev, V. et al., 
supra) . Ein weiteres Beispiel flir einen fllichtigen Induktor ist 
Ethanol, welches den alcA Promotor aus Aspergillus nidulans in 
transgenem Tabak induziert (Caddick, M.X. et al . , Nature 
Biotechnology 16 (1998) , 177-180) . Fur ein aktives Uberstromen 
wird so vorgegangen, daS der fliissige oder feste (fllichtige) 
Induktor mit einem geeigneten gasformigen Tragermedium zur 
Uberfuhrung in die fliichtige, gasformige Phase uberstromt wird 

^ und vorzugsweise wird eine aktive Umwalzung der Gasphase 

^^^^^durchgefuhrt , urn die gleichmafiige Verteilung des Induktors zu 

^^^HLerreichen . 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm erfolgt bei dem erfin- 
dungsgemaSen Verfahren in Schritt (b) das Inkontaktbringen mit 
dem chemischen Induktor iiber die den Wirtsorganismus umgebende 
Fliissigphase - Vorzugsweise erfolgt dies liber Losungen fester 
Oder fllissiger induzierender (Bio) Chemikalien . Es wird auf 
vorstehende Ausflihrungen hinsichtlich der Vernebelung von 
loslichen Induktoren verwiesen. Gunstig kann es sein, den 
chemischen Induktor liber Virus-Suspensionen, z.B. den Tabak- 
mosaikvirus (TMV) bei Tabak, an den Wirtsorganismus heran- 
zuflihren, d.h. diesen hiermit zu infizieren. 
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In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsf orm des erfindungs- 
gemafien Verfahrens ist das fiir das gewunschte Protein codierende 
Gen mit einem induzierbaren Promotor verkniipft. Geeignete 
Promo toren und die hierfiir in Frage kommenden Inhibitoren 
(gasfdrmige, flussige oder feste, fluchtige Verbindungen) sind 
dem Fachmann bekannt . Hierzu zahlen z.B. die vorstehend be- 
schriebenen Systeme GapC4 Promotor / C02 (Blilow et al , , supra), 
der Adhl Promotor aus Mais / Anaerobiose (Ellis et al . , EMBO J. 
6 (1987), 11-16), die L-Phenylalanin Ammonium Lyase-, Chalcon 
Synthase- oder "hydroxyproline rich glycoprotein" -Promotoren / 
Ethylen (Ecker, J.R. und Davis, supra), das chimare 
Transkriptionsinduktionssystem / Dexamethasone ( Plant J. , 
Vfl^^ supra) , der Incwl- Promoter aus Mais / Sucrose oder D-Glucose 
^^^W (Chen, W.H. et al . , supra), viele "Pathogenesis related 
protein" -Promotoren / Salicylsaure oder Methylsalicylat (Gaffney 
et al . , supra; Shulaev et al . , supra), der alcA Promotor aus 
Aspergillus nidulans in transgenem Tabak / Ethanol (Caddick, 
M.X. et al, supra) . 

Vorzugsweise handelt es sich bei dem Promotor um einen unter 
aeroben Bedingungen inaktiven Promotor, wie den GapC 4 -Promotor 
oder den Adhl-Promotor und die Induktion erfolgt iiber eine 
Veranderung der Gasphase derart, dafi es sich um einen Sauer- 
stoffentzug handelt. Besonders bevorzugt ist hierbei der anaerob 
^^^^ induzierbare GapC4 Promotor (DE 195 47 272), z.B. in Verbindung 
^^^^^.mit abgeerntetem transgenem Pf lanzengewebe, z.B, transgenen 
^^^^ Kartof felknollen. Die meisten pflanzlichen Promotoren werden 
unter anaeroben Bedingungen abgeschaltet , wahrend der GapC4 
Promotor unter aeroben Bedingungen ausgeschaltet ist und durch 
einfachen Sauerstof f entzug angeschaltet wird (Biilow et al . , 
supra). Dies wird z.B. durch die Einleitung von Stickstoff oder 
Kohlendioxid in den Reaktions- oder Lagerraum erreicht . 
Innerhalb weniger Stunden wird somit auch in einer intakten 
Kartof f elknolle ein vollstandig anaerobes Milieu erreicht, 
wodurch die Promo tor induktion und Fremdproteinexpression er- 
folgt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsf orm des erfindungs- 
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gemaSen Verfahrens erfolgt die Induktion der Expression des fur 
das gewiinschte Protein codierenden Gens durch Aufhebung der 
f unktionellen Hemmung der Transkription und/oder Translation. 
Ein Beispiel fiir eine transkriptionale Hemmung ist das HRT- 
Protein (Repressor) aus Gerste, welches an das "Gibberellin- 
phytohormone response element" des a-Amylase-Promotors aus 
Gerste bindet (Raventos, D. et al . , J. Biol. Chem. 273 (1998), 
23313-23320) . Wird dieser Repressor unter der Kontrolle des CaMV 
3 5S Promotors unter aeroben Bedingungen in einer transgenen 
Pflanze exprimiert, so bindet er an die Targetsequenz , welche 
zwischen dem fur das gewiinschte Protein codierenden Gen und 
seinem Promoter eingefiigt ist. Bei Erzeugung anaerober 
Bedingungen wird der 3 5S-Promotor abgeschaltet und die Repres- 
'sorneusynthese unterbunden, folglich das vorstehende Gen durch 
den Abbau des vorhandenen Repressors aktiviert. 

Ein Beispiel fiir die translationale Hemmung ist die Repression 
der Translation des Ferri tin-Transkripts in Weizenkeimextrakten 
durch die Expression eines 90 kDa Repressors aus Rattenleber, 
welcher an die 5 ' -untranslatierte Region der Ferritin-mRNA 
bindet (Brown, P.H., J. Biol. Chem. 264 (1989), 13383-13386). 
Der Repressor der Ferritin-mRNA wird vor die fiir das gewiinschte 
Protein codierende cDNA-Sequenz inseriert und der Repressor wird 
in der transgenen Pflanze exprimiert. 

Auch kann die Aktivitat des Repressors durch einen Induktor oder 
-jMirbitor direkt kontrolliert werden'. Beispielsweise erfolgt 
regulierte transkriptionale Aktivierung der PS-IAA4/5- und PS- 
IAA6-Promotoren in Pisum sativum durch Zugabe von Indolessig- 
saure oder Cycloheximid, so daS das Transkript erst bei Vor- 
handensein dieser Aktivatoren erzeugt wird (Koshiba, T. Et al., 
J. Mol. Biol. 253 (1995) 396-413). Die translationale Repression 
des tet-Operators in transgenen Arabidopsis-Pf lanzen wird z.B. 
durch Zugabe von Tetrazyklin direkt aufgehoben (Ulmasov, B. et 
al., Plant Mol. Biol. 35 (1997), 417-424). 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist das erfin- 
dungsgemaSe Verfahren dadurch gekennzeichnet , daS das fiir das 
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gewiinschte Protein codierende Gen derart mit einem Promotor 
funktionell verknlipft ist, daE zwischem dem Promotor und dem Gen 
eine Nucleinsaure inseriert ist, die dadurch gekennzeichnet ist, 
daS (a) sie die Transkription und/oder Translation des Gens 
verhindert; und (b) mittels Induktion exzisiert werden kann, was 
zur Expression des Gens fiihrt. Somit wird im nicht-induzierten 
Zustand die Transkription oder Translation des gewiinschten Gens 
unterbunden und damit auch das von diesem Gen codierte Fremd- 
Protein nicht gebildet. Bei einer noch mehr bevorzugten 
Ausf lihrungsf orm des er f indungsgemaSen Verfahrens ist die 
inserierte Nukleinsaure durch eine reprimierte und induzierbare 
Rekombinase exzisierbar. Das fiir die Rekombinase codierende Gen 
kann dabei getrennt in die Wirtspflanze eingebracht werden oder 
fselbst auf der inserierten Nucleinsaure lokalisiert sein. Erst 
nach Aktivierung der Rekombinase durch einen (bio- ) chemischen, 
physikalischen oder genetischen Induktor erfolgt eine orts- 
spezifische Rekombination und damit eine Exzision dieser 
Nukleinsauresequenz , wodurch das gewiinschte Gen direkt strom- 
abwarts zum Promotor lokalisiert wird, was die Transkription und 
Translation und somit die Fremd-Protein-Biosynthese initiiert. 
Hinsichtlich der die Rekombinase aktivierenden Induktoren wird 
auf vorstehende Ausfuhrungen beziiglich Promotor Induktions- 
systeme verwiesen. Besonders wird erwahnt, daS das Rekombinase- 
Gen auf einem Virus, z.B. TMV, liegen kann und erst nach 
Infektion des Wirtsorganismus aktiviert wird. 



Am meisten bevorzugt fur das erf indungsgemaSe Verfahren ist das 
Rekombinase-LBD-System (WO 95/00555) . Dieses wird wie folgt 
zwischen dem Promotor und dem zu exprimierenden Fremd-Gen 
inseriert : 

5 '-Promoter -- R Rekombinase-LBD R zu exprimierendes 

Fremd-Gen Terminator -3' 

(R=Rekombinationss telle fiir Rekombinase-LBD) 

Die Rekombinase ist durch die Fusion mit der LBD-Domane 
inaktiviert. Nach der Ernte des Pf lanzenmaterials wird dieses 
mit dem die Fremd-Protein-Produktion aktivierenden, an die LED-- k 



13 



Domane bindenden Induktor, z.B. Ostradiol, inkubiert . Dadurch 
wird die Rekombinase aktiviert, folglich an den beiden Re- 
kombinationsstellen das die Rekombinase codierende cDNA-Fragment 
herausgeschnitten und somit das zu exprimierende Gen direkt 
stromabwarts an den Promotor lokalisiert. Dadurch wird nunmehr 
die Transkription und Translation des zu exprimierenden Gens 
ermoglicht und das Fremd-Protein unter kontrollierten Bedin- 
gungen produziert. 

Eine weitere alternative bevorzugte Ausfiihrungsf orm des erfin- 
dungsgemalSen Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet , daiS die 
Expression des fiir das gewiinschte Protein codierenden Gens durch 
die Aufhebung der Wirkung eines transkriptionalen, post- 
transkriptionalen, translationalen oder pos ttranslationalen Re- 
pressors erfolgt, wobei die Ablosung des Repressors von der 
gebundenen Nukleinsaure- bzw. Proteinsequenz durch einen 

externen Stimulus induziert wird. Es wird auf vorstehende 
Ausfiihrungen beziiglich der Aufhebung der funktionellen Heramung 
der Transkription und/oder Translation verwiesen, 

SchlieSlich betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren, 
bei dem verschiedene der vorstehend beschriebenen Induktionsm- 
echanismen, z.B. als Zweikomponenten-Sys tern, kombiniert werden. 
Dadurch kann eine noch res triktivere Regulierung der Fremd- 
Genexpression, z.B, in transgenen Pflanzen, und damit ein noch 
weiter gesteigertes MaE der biologischen Sicherheit erreicht 
werden, gleichzeitig konnen aber auch potentielle negative 
Effekte auf die Physiologie der Pflanze unterbunden werden, 
Beispielsweise kann dazu ein durch eine gasformige Substanz 
induzierbarer Promotor, z.B. der anaerob induzierbare 
GapC4 -Promo tor aus Mais, oder ein auf einem Repressor 
basierendes System mit einem anderen System, z.B. einem auf 
Rekombination basierenden System, kombiniert werden, sodaS die 
Transkription des betreffenden Fremd-Gens ausgehend von dem 
induzierbaren Promotor erst nach erfolgter Zusammenf lihrung von 
Promotor und Gen durch gesteuerte Rekombination ermoglicht wird. 
Als Rekombinationssystem kann z.B. das vorstehend beschriebene 
Rekombinase-LBD-System (WO 95/00555) verwendet werden, das aus 
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einer 5' Rekombinationsstelle fiir die Rekombinase, der fiir das 
Rekombinase-LBD-Protein codierenden cDNA und einer 3 * Rekombi- 
nationsstelle fiir die Rekombinase besteht. Bei diesem Zwei- 
komponent en- System ist der Promo tor unter aeroben Bedingungen 
inaktiv. Die Rekombinase ist durch die Fusion mit der LBD-Domane 
ebenfalls inaktiviert. Somit herrscht doppelte Repression vor. 
Unter landwirtschaf tlichen und gartenbaulichen Bedingungen 
erfolgt somit keine Expression des Fremd-Gens , selbst wenn eines 
der beiden Repressionssysteme durch einen Umweltstimulus nicht 
vollstandig blockiert sein sollte. Dieser negative Effekt wiirde 
dann durch das zweite (Repressions) system aufgefangen. Nach der 
Ernte des Pf lanzenmaterials wird zur Fremdprotein-Produktion des 
an die LBD-Doraane bindende Induktor zugegeben und aufierdem 
werden anaerobe Bedingungen in der Reaktionskammer hergestellt. 
Dadurch wird einerseits die Rekombinase aktiviert, folglich an 
den beiden Rekombinationsstellen das die Rekombinase codierende 
cDNA-Fragment herausgeschnitten und somit das zu exprimierende 
Gen direkt an den anaeroben Promotor lokalisiert. Durch 
Erzeugung anaerober Bedingungen wird nunmehr die Transkription 
und Translation des zu exprimierenden Gens ermoglicht und das 
Fremd-Protein unter kontrollierten Bedingungen produziert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Wirtsorganismen, die das fiir das gewiinschte Protein codierende 
Gen derart enthalten, daS dessen Expression erst in Anwesenheit 
~~ei-nes -chemi-schen Induktors— erf olgt Insbesondere sind es Wirts- 
organismen mit einer vorstehend beschriebenen Transgeni tat . Es 
wird auf die vorstehenden Ausftihrungen entsprechend verwiesen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Anaerobe Nach-Ernte-Produktion. von scFv in 
transgenen Kartof f eln 

Der anaerob induzierbare GapC4 Promotor (DE 195 47 272) wurde 
mittels einer PCR-Reaktion derart modifiziert, dag er am 5 ' -Ende 
eine HincII-Restriktionsschnitts telle und eine Ncol-Restrik- 
tionschnittstelle erhielt. Fur die PCR-Reaktion wurde folgendes 



15 



Primerpaar verwendet : 

Hinc I I -pGapC4 Primer : CATGTCAACACATAAGGAAGAAGAGGTAGAAAG 
pGapC4-NcoI Primer: CATGCCATGGATCGATGACGGGGTTGGCGAGTGTG 

Die von Artsaenko et al . , Molecular Breeding 4 (1998), 313-319 
beschriebene cDNA, die fiir einen im endoplasmatischen Retikulum 
lokalisierten scFv-Antikorper codiert, wurde mittels einer 
Linker-Ligation (am 5 ' -Ende mit CATGCCATGGCATG, [ 5 ' phosphory- 
liertes Oligonukleotid] ; am 3 ' -Ende mit GCTCTAGAGC [5' 
phosphoryliertes Oligonukleotid] derart modifiziert, dafi sie am 
5 ' -Ende eine Ncol-Restriktionsschni ttstelle und am 3 * -Ende eine 
H^^^Xbal-Restriktionsschnittstelle aufwies. Aus dem Plasmid pRTlOO 
^^^BTropfer et al . , Nucleic Acids Research 15 (1987), 5890) wurde 
der CaMV 35S Promoter mittels Restriktionsverdau mit Hindi und 
Xbal entfernt. Stattdessen wurden die beiden vorstehend be- 
schriebenen Nucleinsauref ragmente, die fiir den GapC4 Promoter 
und den scFv-Antikorper codieren, inseriert. Nach partieller 
Spaltung mit Hindlll wurde die Expressionskassette isoliert und 
in den binaren Vektor pSR 8-30 inseriert (During et al . , Plant 
Journal 3. (1993), 587-598; Porsch et al . , Plant Molecular 
Biology 37 (1998) , 581-585) . Es wurde der Expressionsvektor pSR 
8-30/Gap-scFv (ox) erhalten. 

Dieser wurde zur Transformation von E.coli SMIO (Koncz und 
^^^kschell. Molecular and General Genetics 204 (1986), 383-296) 
^^^^^v-er^wendet . Trans formanten wurden mit Agrobacterium GV 3101 
(Koncz und Schell, supra) gemischt und iiber Nacht bei 28°C 
inkubiert (Koncz et al . , Proc .Natl .Acad. Sci .USA 84 (1987), 131- 
135).. Es wurde auf Carbenicillin selektioniert , wobei das 
hierfiir notwendige bla-Gen in den vorstehenden Expressions- 
vektoren vorliegt. Selektionsklone von Agrobacterium tumefaciens 
wurden auf abgeschni ttenen und mehrfach an der Mittelrippe 
eingeritzten Blattern der Kartof f elpf lanze cv. Desiree aufge- 
bracht und die Blatter wurden 2 Tage bei 2 0°C im Dunkeln 
inkubiert. Danach wurden die Agrobakterien abgewaschen und den 
Kartof felblattern Pf lanzenwuchss tof f e zugesetzt, so daS bevor- 
zugt Sprosse regenerierten . Ferner wurden durch die Zugabe von 
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Kanamycin (100 mg/ml) in das Pf lanzenmedium nicht-transf ormierte 
Zellen in den Kartof f elblattern abgetotet . Heranwachsende 
Sprosse wurden abgeschni tten und in dem Medium ohne Pflan- 
zenwachstumsstoffe, aber mit Kanamycin, bewurzelt. Die weitere 
Kultivierung der Kartof felpflanzen erfolgte in iiblicher Weise. 

Zum Nachweis der Expression des scFv-Antikorpers wurde abge- 
schnittenes Blattmaterial oder intaktes oder geschnittenes 
Knollenmaterial mittels des "Anaerocult" -Systems (Fa. Merck 
Darmstadt, Deutschland) wie bei Btilow et al . (1999), Supra 
beschrieben, induziert. Nach 40 Stunden wurde das Blattmaterial 
entnommen und gemorsert. Der Nachweis des exprimierten 
scFv-Antikorpers wurde iiber den enthaltenen c-myc Tag mittels 
des monoklonalen Antikorpers 9E10-lgG (Cambridge Research 
Chemicals, Northwich, Cheshire, UK) oder Protein L (Clontech, 
Palo Alto, CA., USA) im Western Blot bzw. ELISA erbracht . Hierzu 
wurde das Gesamtprotein des Kartof felmaterials isoliert und in 
die entsprechenden Nachweisverf ahren eingesetzt. 

Als expressionspositiv ermittelte transgene Kartof felpflanzen 
wurden im Gewachshaus (im Topf oder im Erdbeet) oder im Freiland 
unter iiblichen gartenbaulichen bzw. landwirtschaf tlichen Bedin- 
gungen angebaut. Die Knollen wurden nach iiblicher Handhabung 
geerntet und gelagert. Fur die Nach-Ernte-Produktion des 
scFv-Antikorpers wurden die Knollen in einen Reaktionsbehal ter 
u-s- Stahl (Oder Kunststoff) verbracht, der unten ein Gaszu- 
fuhrventil und oben ein Gasabf iihrventil aufwies . Die Raumluft im 
Behalter wurde schnell von technischem Stickstoff (oder 
Kohlendioxid) verdrangt . Unter langsamem Gasstrom ( 1 m^ Gaszu- 
fuhr pro Stunde pro m^ Grundflache) wurde eine konstante Zu- 
sanunensetzung der Gasphase im Reaktionsbehal ter eingestellt. 
Nach 40 Stunden wurden die Knollen aus dem Reaktionsbehalter 
entnommen, homogenisiert , der Festanteil abzentrifugiert und der 
waSrige Uberstand der chromatographischen Aufreinigung des 
scFv-Antikorpers zugefuhrt. Durch Vergleich von Proben vor und 
nach Sauerstoffentzug konnte gezeigt werden, dag vor der 
Verdrangung des Sauerstoffs kein scFv-Antikorper , danach jedoch 
signifikante Mengen davon produziert wurden. 



Beispiel 2 : Rekombinations-vermittelte Nach-Ernte-Produktion 

in transgenen Kartoffeln 

Die in Artsaenko et al. (1998) beschriebene cDNA, die fur einen 
im endoplasmatischen Retikulum lokalisierten scFv-Antikorper 
codiert, wurde mittels einer Linker-Ligation wie in Beispiel 1 
beschrieben, derart modif iziert , da£ sie am 5' Ende eine Ncol- 
Restriktionsschnittstelle und am 3 ' Ende eine Xbal-Restriktions- 
schnitts telle aufwies . Diese Nucleinsauresequenz wurde in das 
Plasmid pRT 100 in die Polylinkersequenz inseriert. Es wurde das 
Plasmid pRTlOO/scFv (ox) erhalten. In die Ncol-Restriktionsstelle 
von pRT100/scFv(ox) wurde eine synthetische Nucleinsaure inse- 
riert, die zwei FRT-Rekombinationsstellen (Buchholz et al . , 
Nucleic Acids Res. 24 (1996), 3118-3119) enthalt, Es wurde das 
Plasmid pRT 100/FRT-scFv (ox) erhalten. Die codierende cDNA fur 
das FLP-Rekombinase-LBD-Fusionsprotein (WO 95/00555) wurde als 
PCR-adaptiertes Ncol-Xbal-Fragment in die Ncol-Schnittstelle von 
pRT 100 in der Sense-Orientierung hinter den CaMV 3 5S Promotor 
(Odell et al . , Nature 313 (1985), 810-812) inseriert (Plasmid 
pRT 100/FLP) . Folgendes Primer-Paar wurde hierflir verwendet: 

NcoI-PLP-LBD Primer : CATGCCATGCCACAATTTGATATATTATGTAAAAC 
FLP-LBD-Xbal Primer : GCTCTAGATCAGACTGTGGCAGGGAAACCCTC 

Zwischen die beiden FRT-Rekombinationsstellen in pRT 
— 100/FRT-scFv(ox) wurde die Expressionskassette aus pRT 100/FLP 
als partiell verdautes Pstl-Fragment inseriert. Dadurch wurde 
das Plasmid pRT 100/rec-scFv(ox) erhalten. 

Nach Spaltung mit Hindlll wurde die Expressionskassette aus pRT 
100/rec-scFv(ox) isoliert und in den binaren Vektor pSR 8-30 
inseriert (During et al . , Plant Journal 3 (1993), 587-598; 
Porsch et al . , Plant Molecular Biology 37 (1998), 581-585). Es 
wurde der Expressionsvektor pSR 8-30/rec-scFv(ox) erhalten. Die 
Erzeugung transgener Kartof f elpf lanzen erfolgte wie im 
vorstehenden Beispiel 1 beschrieben. 



18 





Zum Nachweis der Expression des scFv-Antikorpers wurden in vitro 
kultxvierte Kartof f elpf lanzen auf Medium mit 10-« M estradiol 
(Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) umgesetzt und fur 2 Tage 
kultiviert. Danach wurde das Pf lanzenmaterial geerntet und 
gemorsert. Der Nachweis exprimierter scFv-Antikorper wurde 
wiederum tiber den enthaltenen c-myc Tag (vgl. supra) oder Pro- 
tein L im Western Blot bzw. ELISA durchgef uhrt . Hierzu wurde das 
Gesamtprotein des Kartof felmaterials isoliert und in die 
entsprechenden Nachweisverf ahren eingesetzt. 

Kartoffelpflanzen von als expressionsposi tiv ermittelten Linien 
wurden aus der Klonalen in vitro-Kultur genommen und im 
Gewachshaus ausgepf lanzt . Diese Einzelpf lanzen waren noch nicht 
mxt estradiol behandelt, so dag noch keine Rekombination 
stattgefunden hatte. GleichermaEen erfolgte der Anbau im Feld 
nach ublichen landwirtschaf tlichen Bedingungen. Die Knollen 
wurden nach ublicher Handhabung geerntet und gelagert Fur die 
Nach-Ernte-Produktion des scFv-Antikorpers wurden die Knollen 
mit einer vernebelten Losung von lO'^ M estradiol in einem 
Reaktionsbehalter inkubiert. Die technische Ausfiihrung erfolgte 
wie im vorstehenden Beispiel 1 beschrieben. Nach 40 Stunden 
wurden die Knollen aus dem Reaktionsbehalter entnommen, 
homogenisiert, der Festanteil wurde abzentrifugiert und der 
walSrige Uberstand der chroma tographischen Aufreinigung des 
scFv-Antikorpers zugefiihrt. Durch Vergleich von Proben vor und 
nach Kontakt mit estradiol konnte gezeigt werden, daS vor dem 
inkontaktbringen mit estradiol kein scFv-Antikorper , danach 
jedoch signifikante Mengen davon produziert wurden. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Gewinnung eines gewiinschten Proteins aus 
einem transgenen Wirtsorganismus , wobei die Expression des 
fur dieses Protein codierenden Gens erst nach der Ernte des 
Wirtsorganismus erfolgt, dadurch gekennzeichnet , daS 

(a) der transgene Wirtsorganismus das fur das gewunschte 
Protein codierende Gen derart enthalt, daS dessen 
Expression erst in Anwesenheit eines chemischen 
Induktors erfolgt; und 

(b) das Inkontaktbringen mit dem Induktor nach der Ernte 
des Wirtsorganismus uber die den Wirtsorganismus 
umgebende Phase erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Phase eine Gasphase 
ist . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Phase eine 
Fliissigphase ist . 

4. Verfahren nach Anspruch 2, wobei Schritt (b) eine 
Veranderung der den Wirtsorganismus umgebenden Gasphase, 
eine Vernebelung einer Losung (Suspension) eines Induktors 
Oder ein Uberstromen mit einem fluchtigen Induktor umfaSt. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, wobei Schritt (b) eine Infektion 
mit einer Virus-Suspension umfaSt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1-5, wobei das fur das 
gewiinschte Protein codierende Gen mit einem induzierbaren 
Promoter funktionell verknupft ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 2, 4 und 6, wobei die 
Veranderung der Gasphase ein Sauers tof f entzug ist und der 
Promoter ein unter aeroben Bedingungen inaktiver Promoter 
ist . 
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8. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Promoter der GapC4 
Promo tor ist. 

9 . Verfahren nach einem der Anspruche 2 , 4 und wobei in 
Schritt (b) das Inkontaktbringen mit dem chemischen Induk- 
tor liber eine Vernebelung des Induktors RH5992 erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 3, wobei die 
Induktion der Expression des fiir das gewunschte Protein 
codierenden Gens durch Aufhebung der funktionellen Hemmung 
der Transkription und/oder Translation erfolgt. 

"Tl . Verfahren nach Anspruch 10, wobei das fiir das gewunschte 
I Protein codierende Gen so mit einem Promoter funktionell 

verkntipft ist, dafi zwischen dem Promoter und dem Gen eine 
Nucleinsaure inseriert ist, die dadurch gekennzeichnet ist, 
daS 

(a) sie die Transkription und/oder Translation des Gens 
verhindert; und 

(b) sie nach Induktion exzisiert werden kann, was zur 
Expression des Gens fiihrt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Nucleinsaure eine 
durch eine induzierbare Rekombinase exzisierbare Nuclein- 
saure ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die exzisierbare 
Nucleinsaure und die Rekombinase Bestandteile des Rekombi- 
nas e - LBD- Sy s t ems s ind . 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 3, wobei die 
Expression des fiir das gewunschte Protein codierenden Gens 
durch die Aufhebung der Wirkung eines transkriptionalen, 
posttranskriptionalen, translationalen oder pos ttranslatio- 
nalen Repressors erfolgt. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 14, wobei das 
Verfahren eine Kombination aus mindestens zwei der in den 
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Anspriichen 6, 10, 11 und 14 definierten Verfahren ist. 

16 . Verfahren nach einem der Ansprliche 1 - 15 , wobei der 
transgene Organismus eine Nutzpflanze ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Nutzpflanze Weizen, 
Gerste, Mais, Zuckerrube, Zuckerrohr, Kartoffel, eine 
Brassicacaee, eine Leguminose oder Tabak ist. 

18. Wirtsorganismus nach Anspruch 1, der das fur das gewiinschte 
Protein codierende Gen derart enthalt, daJS dessen 
Expression erst in Anwesenheit eines chemischen Induktors 
erf olgt . 



Zu s acnmenfa s sung 



Verfahren zur gesteuerten Nach-Ernte-Produktion 
von Proteinen in Wirtsorganismen 

Beschrieben wird ein Verfahren zur Gewinnung eines gewiinschten 
Proteins aus einem transgenen Wirtsorganismus , wobei die 
Expression des fur dieses Protein codierenden Gens erst nach der 
Ernte des Wirtsorganismus erfolgt und das Verfahren dadurch 
gekennzeichnet ist, dafi (a) der transgene Wirtsorganismus das 
fiir das gewiinschte Protein codierende Gen derart enthalt, dafi 
dessen Expression erst in Anwesenheit eines chemischen Induktors 
erfolgt und (b) das Inkontaktbringen mit dem Induktor nach der 
Ernte des Wirtsorganismus iiber die den Wirtsorganismus \imgebende 
Phase erfolgt. Ferner betrifft die Erfindung einen zur Durch- 
fuhrung diese Verfahrens geeigneten Wirtsorganismus, 



